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COMPOSITIONS DE MURAMYLPEPTIDES INHIBANT LA REPLICATION DU VIH 



Le syndrome d ' immunodef icience acquise (SIDA) est 
une maladie devastatrice causee par une infection par 
le retrovirus VIH. Beaucoup d' efforts ont ete 
consacres a trouver des medicaments capables d'inhiber 
la replication du virus. Mais peu de succes 
significatifs ont ete obtenus jusgu'a ce jour. Bien 
que le VIH puisse infecter beaucoup de cellules 
differentes, la maladie est maj oritairement causee par 
la destruction et/ou le dysf onctionnement d'une sous- 
population de lymphocytes appeles cellules T 
auxiliaires. On attribue depuis peu la persistance de 
1- infection par le virus a sa capacite a infecter une 
autre population importante de cellules, la lignee 
monocyte/macrophage, qui servirait de reservoir pour 
un relargage continu du virus. Le role important joue 
par cette lignee par VIH dans la persistance et la 
progression de la maladie a ete expliguee par 1) 
I'isolement de variants monocytotropes du VIH des 
leucocytes du sang circulant et des macrophages 
tissulaires des sujets infectes a tous les stades de 
1' infection (J. Virology, ; vol. 65, pages 356-363, 
1991) et 2) la correlation directe entre une absence 
de dysf onctionnement de 1 • immunite systemique chez 
I'hote infecte et une absence de replication virale 
dans la lignee monocyte/macrophage (j. infectious 
diseases. Vol. 168, pages 1140-1147, 1993). De plus, 
!■ inhibition d'une infection produisant du virus dans 
les monocytes semble etre liee dans une grande mesure 
a 1- inhibition de la proliferation monocytaire, 
suggerant que la replication du virus depend d'une 
etape prealable obligatoire de proliferation de la 
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cellule monocytaire haute. Ainsi, la proliferation de 
cette population serait-elle un passage oblige pour la 
manifestation du caractere infectieux du VIH. Ainsi 
I'hypothese a-t-elle ete formulee gue des substances 
capables d ' inhiber la replication monocytaire 
pourraient aussi inhiber la replication de VIH (J. 
Clinical Investigation, Vol. 89, pages 1154-1160, 
1992) . 

Les muramylpeptides sont des copies synthetiques 
de la parol bacterienne et ont ete trouves capables de 
tres nombreuses activites immunopharmacologiques sur 
la lignee monocyte/macrophage (Federation proceedings. 
Vol. 45, pages 2541-2544, 1986). De plus, la molecule 
initiale, la N-acetyl-muramyl-L-alanyl-D- Isoglutamine 
(Nac-Mur-L-Ala-DisoGln) encore appelee Muramyl 
dipeptide ou MDP, a ete decrite capable d* inhiber la 
proliferation des macrophages de cobayes (Cellular 
Immunology, Vol. 89, pages 427-438, 1984). Dans une 
autre etude utilisant des lignees cellulaires etablies 
de lymphocytes ou de cellules de type monocytaires , le 
MDP a ete trouve doue de la capacite d' inhiber 
partiellement la replication de HIV, lorsqu'il est 
utilise in vitro a des doses tres elevees 1000 ^g/ml 
(AIDS Research and Human Retroviruses, Vol. 6, pages 
393/394, 1990). Cependant outre que 1 ' utilisation du 
MDP en clinique humaine est dif f icilement envisageable 
a cause des effets secondaires qu'il induit, les 
effets observes, meme a ces doses elevees dans le 
systeme experimental utilise, ne pre jugeraient 
d ' aucune efficacite therapeutique vis-a-vis de 
1 ' infection par le VIH. Lazdins et al (AIDS Research 
and Human Retroviruses, Vol. 6, pages 1157-1161, 
1990), ont montre in vitro des proprietes similaires 
d' inhibition de la replication du VIH pour un 
muramylpeptide ayant un meilleur index therapeutique 
que le MDP : le MTP-PE. Cette molecule sous forme 
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libre a ete ajoutee de fagon repetitive avant et apres 
1' infection par VIH a des cultures de macrophages 
issus de monocytes humains mis en culture. Mais elle 
n'a pu, dans ces conditions, induire qu ' une reduction 
partielle de la replication virale. II faut souligner 
que, le MTP-PE n'a ete capable, ni a 1 • etat libre, ni 
incorpore dans des liposomes, de provoquer une 
suppression totale de la replication virale. En outre 
son activite ne peut s'exercer que si ce compose est 
present le jour de 1 ' infection de la culture 
cellulaire par le virus. Si le compose est ajoute un 
jour avant ou 4 jours apres la culture, son activite 
est minimum, 

Ces resultats ne rendent que plus etonnants ceux 
qui ont ete obtenus avec une autre categorie de 
muramylpeptides, qui se sont averes permettre une 
inhibition complete de la proliferation de VIH, 
notamment dans des cultures primaires de monocytes, et 
ce a des doses beaucoup plus faibles. Leur toxite 
moindre s'ajoutant a ces effets favorables, les rend 
done aptes a la constitution de medicaments aptes a 
prevenir ou traiter des SIDA et/ou des syndromes qui 
s'y rapportent. 

L» invention est plus particulierement relative a 
1 'utilisation pour la constitution de medicaments 
inhibant la replication de retrovirus de 
1 ' immunodef icience acquise chez 1 ' homme ou ceux de 
mammiferes qu'ils sont susceptibles d'infecter, d'un 
muramylpeptide de formule : 
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R-CH-CO-X-NH-CH-CO-Rl 
C0R2 



dans laguelle le groupe R est un hydrogene ou un 
groupe methyle ; X est un residu L-alanyle, L- 
threonyle ou L-lysyle, et Rl est un groupe hydroxyle, 
amino, 0(CH2)^ H avec x = 1, 2, 3 ou 4, R2 est, 
independamment de Rl, un groupe hydroxyle, amino, 
0(CH2)xH avec x = 1, 2, 3 ou 4, ou 
un groupe OCH2-CHOCO (CHg) 14CH3 

CH20CO(CH2) I4CH3 
etant entendu que, lorsque X est un residu L-alanyle, 
I'un au moins de ces deux groupes Rl et R2 est 
tou jours un groupe 0(CK2)^ H tel que precedemment 
defini, et que R2 ne peut pas etre : 
un groupe OCHj-CHOCO (CHg) I4CH3 

CH20CO(CH2) I4CH3 
Une sous-categorie de muramylpeptides preferes 
pour la production des medicaments sus-indiques est 
constituee par des muramylpeptides hydrophiles 
repondant a la formule generale sus-indiquee dans 
laquelle le groupe R est un hydrogene ou un groupe 
methyle ; X est un residu L-alanyle ou L-threonyle, et 
Rl et R2 sont independamment l"un de 1" autre, des 
groupes hydroxyle, amino, 0(CH2)^ H avec x = 1, 2, 3 



FEWLLE DE REMPLACEMENT (REGIE 26) 
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ou 4, etant entendu que, lorsgue X est un residu L- 
alanyle, I'un au moins de ces deux groupes Rl et R2 
est tou jours un groupe 0(CH2)^ H tel que precedemment 
def ini . 

Des composes preferes pour 1 ' utilisation selon 
1' invention sont le Murabutide (Nac-Mur-L-Ala-DGln 
OnC^H9) et le Murametide (Nac-Mur-L-Ala-DGIn OMe) . Ces 
molecules presentent un excellent profil d'activites 
Chez I'hoinine ; elles sont denuees d'effets secondaires 
et ont demontre leur tres bonne tolerance, lors 
d'essais cliniques effectues chez des volontaires 
sains et des sujets cancereux. 

Une autre sous-categorie preferee est celle 
repondant a la formule generale sus-indiguee et dans 
laquelle R2 est un groupe OCH^-CHOCO (CH2) I4CH3 

CH^OCOCCH^) I4CH3, 
par exemple I'un des deux composes suivants : 

- Nac-Mur-L-Lys D-iso-Gln-glycerol , sn dipalmitoyl, et 

- Nac-Mur-L-Thr-D-isoGln-glycerol , sn dipalmitoyl. 

II est a cet egard remarquable que les susdits 
muramylpeptides soient capables, a des concentrations 
relativement faibles, d'exercer une inhibition 
complete, jusqu'a 100 %, de la proliferation du VIH, 
dans des cultures primaires de monocytes, et ce plus 
particulierement dans les protocoles experimentaux 
auxquels il sera fait reference ci-apres. 

II est particulierement interessant de remarquer 
que la manifestation de I'effet inhibiteur de ces 
muramylpeptides a 1' egard de la replication 
retrovirale, n • est pas liee a une simultaneite 
d' infection des monocytes et de traitement de ces 
dernieres avec ces muramylpeptides. 

Des caracteristiques supplementaires de 

1' invention apparaitront encore au cours de la 
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Des caracteristiques supplementaires de 
1 ' invention apparaitront encore au cours de la 
description qui suit, des effets biologiques exerces 
par deux muramylpeptides preferes a 1 • encontre de la 
replication du VIH dans des cultures primaires de 
monocytes humains preleves sur des volontaires sains. 

Dans I'exemple 1, le Murabutide et le Murametide 
ont demontre leur capacite d'inhiber la proliferation 
de macrophages en culture. Pour cela, des monocytes 
preleves chez un donneur sont mis en culture pendant 5 
jours soit a) sans stimulation (afin d ' evaluer leur 
niveau de proliferation spontanee) soit b) en presence 
d ' interleukine 3 recombinante humaine (rh IL-3) soit 
c) en presence et de rh IL-3 et de rh GM-CSF 
"granulocyte-macrophage colony stimulating factor" 
recombinant humain. Ces deux traitements permettent 
d'obtenir un haut niveau de proliferation. Les 
composes de 1 ' invention sont ajoutes au milieu de 
culture un jour avant 1' addition de thymidine tritiee 
(^H-thymidine) . Les cellules en voie de division 
incorporent cette thymidine. Les cellules (qui se sont 
dif f erenciees en macrophages pendant la duree de la 
culture) sont recueillies et lavees, et on evalue le 
niveau de proliferation en mesurant dans un compteur 
beta, la quantite de incorporee suivant des 

methodes classiques telles que decrites dans Blood, 
Vol. 76, pages 1490-1493, 1990. Les resultats sont 
presentes dans le tableau 1 et montrent que les deux 
derives sont capables, meme a la dose de 1 ^g/ml, 
d'inhiber la proliferation des macrophages stimulees 
par l'IL-3 ou la combinaison IL-3/GM-CSF. L'effet 
d' inhibition de la proliferation spontanee a ete 
observe avec 10 ^.g/ml de Murabutide et 10 ou 50 /xg/ml 
de Murametide. 

L'exemple 2 demontre I'effet du Murabutide et du 
Murametide sur le niveau de replication du VIH dans 
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des cultures primaires de monocytes humains preleves 
sur des volontaires sains. Des cultures monocytaires 
ont ete infectees au jour 0 par une source VIH 
(HTLV III Ba-L) qui presente un tropisme pour les 
monocytes. Certaines cultures furent traitees par 
differentes concentrations des composes soit 1 jour 
avant, soit le meme jour, soit 1 jour apres 
1' inoculation par le VIH. La replication du virus a 
ete evaluee au jour 7 par la mesure de la quantite de 
proteine virale P24 dans les surnageants comme decrite 
dans Blood, Vol.76, page 1490-1493, 1990. Les 
resultats presentes dans le tableau 2 montrent 
clairement que le traitement par le Murabutide a une 
concentration de 10 a 50 ^g/ml inhibe completement la 
replication virale que le traitement ait ete pratique 
au jour "1, au jour 0 ou au jour +1 par rapport a 
1' infection. De fagon similaire, le traitement par le 
Murametide a permis d' observer une suppression 
hautement significative de la replication virale et 
cet effet est de 100 % a la dose de 50 Mg/ml quelque 
soit ici aussi le montant du traitement. 

Ces resultats sont les premiers decrits ayant 
permis d'obtenir une inhibition complete par un 
muramylpeptide de la replication de VIH dans des 
monocytes humains. II faut souligner que 1' inhibition 
s'obtient quand le compose est ajoute a la culture une 
seule fois et meme apres 1 ' infection par VIH. 

Les donnees precedentes montrent que les 
muramylpeptides de 1 ' invention peuvent etre appliquees 
a la constitution de medicaments applicables a la 
prevention ou le traitement du SIDA, ou des syndromes 
qui lui sont associes, par exemple le sarcome de 
Kaposi , 

L' invention est egalement applicable a la 
constitution de medicaments dans lesquels les 
muramylpeptides sont utilises en association avec 
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d'autres agents therapeutiques utilises pour prevenir 
ou inhiber la proliferation et la diffusion du VIH 
Chez I'homme. Parmi ces agents on peiit citer les 
interferons a, ^, 7 et le GM-CSF. 

Les molecules de 1 ' invention peuvent etre 
utilisees en clinigue huinaine soit a titre preventif 
Chez des sujets a risques, soit a titre curatif chez 
des individus seropositifs avant 1' apparition de 
signes cliniques ou des patients ayant developpe des 
manifestations de SIDA. Les doses therapeutiques du 
muramylpeptide (par exemple Murabutide ou Murametide) 
a administrer soit seul, soit en association avec des 
traitements antiviraux, particulierement des 
cytokines, se situent entre 1 /xg et 500 Mg/Kg/jour, 
L' administration peut etre donnee par voie systemique, 
par injection sous-cutanee ou intraveineuse ou par 
perfusion. Le traitement peut consister en 
administrations journal ieres ou a quelques jours 
d'intervalle et se prolonger de une semaine a 
plusieurs mois suivant I'effet observe. 

Dans le cas d' individus seropositifs ou malades, 
traitement doit etre prolonge jusqu'a absence de 
detection d'antigene ou de genes viraux respectivement 
dans le serum ou les cellules de 1 • individu infecte. 
Dans le cas d' individus a risque, le traitement 
preventif doit etre applique pendant la periode oil il 
existe un risque d' infection. 

Les molecules de 1 ' invention ainsi que les autres 
molecules de la famille des muramylpeptides peuvent 
aussi etre utilisees comme reactifs de laboratoire 
afin de permettre 1' evaluation en tant qu* agents 
anti-VIH d'autres drogues presumees douees d'activite 
antivirale. Ainsi des doses suboptimales de 
muramylpeptides pourraient etre utilisees en 
association avec un autre agent pour deceler une 
activite potentielle de ce dernier. 
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Ce type de reactif pourrait etre utilise dans des 
systemes d * experimentation in vitro nettant en oeuvre 
des cultures de monocytes/macrophages telles que 
decrites dans ce brevet ou des methodes d* evaluation 
in vivo incluant 1 * utilisation de souris SCID. 
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TABLE 1 

luhibitian dc Ja proliferation dc cultures primaircs dc macrophages 
par Ic Murabutidc au Ic M u rum c tide 
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TABLE 2 

InhJblUon dc U TcpUatUon du VIH d^s dcs monocytes hojntdjts 

pMT Ic Marmhutidc on Ic MamncUdc 




. traitement indique le jour oii les 

n^olelcules ont ete ajoutees au milieu de culture III 
rapport au 3 our de 1 ' infection par le ^^^^'^''^ 
considere comme jour 0. 



VIH 



qui est 
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REVEKDI CATIONS 

1. Utilisation pour la constitution de medicaments 
inhibant la replication de retrovirus de 
1 • immunodef icience acguise chez I'homme ou ceux de 
mammiferes qu'ils sont susceptibles d'infecter, d'un 
muramylpeptide de formule 




R-CH-CO-X-NH-CH-CO-Rl 



«fH2)2 
C0R2 

dans laquelle le groupe R est un hydrogene ou un 
groupe methyle ; x est un residu L-alanyle, L- 
threonyle ou L-lysyle, et Rl est un groupe hydroxyle, 
amino, 0(CH2), H avec x = 1, 2 , 3 ou 4 , R2 est, 
independamment de Rl, un groupe hydroxyle, amino, 
0(CH2);,H avec x = 1 , 2 , 3 ou 4 , ou 
un groupe OCHj-CHOCO (CHj) I4CH3 

CH20CO(CH2) I4CH3 
etant entendu que, lorsque X est un residu L-alanyle, 
I'un au mo ins de ces deux groupes Rl et R2 est 
tou jours un groupe 0(CH2), H tel que precedemment 
defini, et que R2 ne peut pas etre : 
un groupe OCHj-CHOCO (CHj) I4CH3 

CH20CO(CH2) I4CH3 



FEWLLE DE REMPLACEMENT (RE6LE 26) 
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2. Utilisation selon la revendication 1, d ' un muramyl 
peptide de formule generale susindiguee , dans laquelle 
le groupe R est un hydrogene ou un groupe methyle ; X 
est un residu L-alanyle, ou L-threonyle et Rl et R2 
sont independamment I'un de 1' autre, des groupes 
hydroxyle, amino, 0(CH2)^ H avec x = 1, 2, 3 ou 4 , 
etant entendu que, lorsgue X est un residu L-alanyle, 
I'un au moins de ces deux groupes Rl et R2 est 
tou jours un groupe 0(CH2), H tel que precedemment 
def ini . 

3. Utilisation selon la revendication 1 ou 2 , a la 
constitution de medicaments inhibant la replication 
d'un VIH Chez I'homme. 

4. Utilisation selon I'une quelconque des 
revendications 1 a 3, caracterisee en ce que le 
muramylpeptide est apte a inhiber jusqu'a 100 % la 
replication de retrovirus dans des cultures primaires 
de monocytes de I'hote. 

5. Utilisation selon I'une quelconque des 
revendications 1 a 4, caracterisee en ce que le 
muramylpeptide est I'un de ceux entrant dans la 
formule de la revendication 1, dans laquelle 

. le groupe R est un groupe methyle, et 
. le groupe R2 est un groupe NH^ 



6. Utilisation selon la revendication 5, caracterisee 
en ce que le muramylpeptide est le Murametide. 

7. Utilisation selon la revendication 5, caracterisee 
en ce que le muramylpeptide est le Murabutide. 

8. Utilisation selon I'une quelconque des 
revendications 1 a 7 , en tant que reactif, pour 



FHflLLE DE 
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1' evaluation de I'efficacite de medicaments anti- 
retroviraux, dans des essais in vitro ou in vivo. 

9. Utilisation selon I'une guelconque des 
revendications 1 a 7 pour la prevention ou le 
traitement du SIDA ou des syndromes qui lui sont 
associes, notamment le sarcome de Kaposi, 

10. Utilisation selon la revendication 9, pour la 
constitution de medicaments contenant en sus du susdit 
muramylpeptide, une autre molecule participant a 
1' action anti-retrovirale. 

11- Utilisation selon la revendication lo, 
caracterisee en ce que 1* autre molecule est une 
cytokine, tel qu'un interferon a, b ou g. 

12. Utilisation selon la revendication lo, 
caracterisee en ce que 1' autre molecule est le GM-CSF. 

13. Utilisation selon la revendication 10, 
caracterisee en ce que 1 ' autre molecule est un 
inhibiteur de protease. 
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traitement du sarcome de Kaposi par le murabutide, seul 
ou avec d'autres antiviraux tel que le zidovudine, par 
consequent les revendications 1-5, 7 - 10 ne sont pas 
nouvelles . 
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2 . Activite inventive : 

(3) - cf. les explications ci - dessus, decrit les 
combinaisons de muramylpeptides avec des anti - viraux, 
par consequent les revendications 11-13 ne sont pas 
invent ives . 
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V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to no\elty, inventi\e step or industrial applieabilitv; 


citations and 


evplanations supporting such statement 


1 Statement 




Novelt\- (N) Clanns ^1-13 YES 




Claims i 1 1 !\Q 


Inventive 


step (IS) Claims VES 




Clanns 11-13 ;\o 


InJuslnal 


^ — ' 1 

applicabilit\ ( lA ) Claims ^ ^ Y£S 




Claims NO 


2 Citations and explanations 


1 . 


Novelty 




Clm. exp. Irrjnunol. Vol. 90, 1992, pp. 188-193 (2) - 




cf. page 188: summary, page 190 paragraph 1 to page 




191, left column, last paragraph (2), describes the 




use cf a muramyl peptide having the formula shown on 




claim 1, e.g. murametrde and mjurabutide, for 




— -L-LliXi^-j^l LiiV-j Cl-^'^Li.J_i_tr-^ -LiLLLLL'^Xit; '^trJ L(>_._l_t;iiL^y L^L.Lw'j'^I.L-.oeo 




such as AIDS in humans or animals vulnerable to 




infection therewith. Therefore, claim.s 1 to 9 are 




not novel . 




AIDS Research and Hum^an Retroviruses, vo^l. 6 (3;, 




1990, pp. 393-399 (3) - cf. page 397, paragraphs 3 




and 5 (last), describes the prevention of AIDS and 




particularly the treatment of Kaposi's sarcoma using 




m^urabutide alone or in combination with other 




antiviral agents such as zidovudin. Therefo^re, 




claims 1-5 and 7-10 are not novel. 




Inventive step: 




[3) - cf. The explanations above describe 




comJoinat iC'ns of muram.yl peptides and antivira^ 




agents. Therefore, claims 11-13 are not inventive. 
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